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(57) Abstract: The invention relates 
to a method which can be used to 
control the positioning of a biological 
element on an area of a support 
directly and in real time, whereby 
the biological element is marked 
with a light-emitting tracer and the 
area of the support on which it is to 
be positioned is located in a layer 
of material that can trap the light. 
The inventive method comprises 
the following steps consisting in: a) 
allowing the biological element to be 
positioned on the area of the support; 
b) measuring the intensity of the light 
trapped in the aforementioned layer; 
and c) determining the position of the 
biological element by comparing the 
intensity value thus measured to at 
least one reference value. According 
to the invention, steps a), b) and c) 
can be performed successively or 
simultaneously. The invention also 
relates to a device which enables said 
method to be used in order to position 
one or more biological elements on 
one or more areas of a support. 
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(57) Abrege : L'invention se rapporte a un procede permettant de controler directement et en temps reel le positionnement d'un 
element biologique sur une zone d'un support, dans lequel, cet element biologique etant marque par un traceur emetteur d'un rayon- 
nement lumineux et la zone du support sur laquelle il doit etre positionne etant situee dans une couche d'un materiau apte a pieger 
ce rayonnement lumineux a) on permet a l'element biologique de se positionner sur la zone du support ; b) on mesure l'intensite 
du rayonnement lumineux piege dans ladite couche ; et c) on determine le positionnement de l'element biologique en comparant la 
valeur d'intensite ainsi mesuree a au moins une valeur de reference ; les etapes a), b) et c) pouvant etre realisees successivement 
ou simultanement. L'invention se rapporte egalement a un dispositif permettant d'appliquer ce procede au positionnement d'un ou 
plusieurs elements biologiques sur une ou plusieurs zones d'un support. 
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PROCEDE ET DISPOSITIF DE CONTROLE DU POSITIONNEMENT 
D ' UN ELEMENT BIOLOGIQUE SUR UN SUPPORT 



5 DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

L 1 invention se rapporte a un procede 
permettant de controler directement et en temps reel le 
positionnement d'un element biologique sur une zone 
10 d'un support sur laquelle il est destine a etre 
positionne . 

Elle se rapporte egalement a un dispositif 
permettant d'appliquer ce procede au positionnement 
d'un ou plusieurs elements biologiques sur une ou 

15 plusieurs zones d'un support. 

Dans ce qui precede et ce qui suit, on 
entend par "element biologique", tout element naturel 
ou artificiel dont au 'itioins une partie est constitute 
d'une membrane biologique ou reproduit les 

2 0 caracteristiques f onctionnelles d'une membrane 

biologique . 

Ainsi, il peut s ' agir d'une cellule ou d'un 
organite cellulaire du type vacuole, appareil de golgi, 
mitochondrie, reticulum endoplasmique, lysosome, 

25 d'un fragment de membrane biologique, agremente ou non 
de parties cytosoliques, d'une bicouche lipidique 
artificielle tel qu'un film de phosphatidylcholine ou 
de phosphatidylglycerol, dotee d'un ou plusieurs pores 
proteiques, ou encore d'une membrane biomimetique . 

30 Le procede et le dispositif selon 

1' invention permettent, en particulier, de verifier 
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l'etablissement d'un scellement de haute resistance 
entre un element biologique et une zone d'un support 
par la technique du patch-clamp. 

lis sont done susceptibles de constituer 
5 des outils de choix dans tous les domaines ou la 
technique du patch-clamp est elle-meme susceptible 
d'etre utilisee. 

A titre d'exemples d 1 applications de cette 
technique, on peut citer : 

10 - la recherche pharmaceutique, notamment 

pour 1' etude des mecanismes responsables au niveau 
cellulaire des pathologies liees a un dysf onctionnement 
des canaux ioniques ; 1 1 identification des sites et des 
modes d ' action de medicaments connus pour etre 

15 efficaces dans le traitement de ces pathologies ; le 
criblage a moyen ou haut debit de molecules ayant pour 
cibles des canaux ioniques et pouvant, de ce fait, 
presenter un interet therapeutique, ou de medicaments 
candidats dont on souhaite evaluer les effets et/ou la 

20 toxicite ; la mise au point d' antidotes centre des 
poisons ou venins ; 

- le domaine medical, notamment pour le 
diagnostic de pathologies liees a un dysf onctionnement 
des canaux ioniques ; 

25 - 1' Industrie, en particulier agro- 

aiimentaire, pharmaceutique et cosmetique, notamment 
pour le controle sanitaire des chaines de fabrication 
et des produits qui en sont issus ; 

- le domaine de 1 ■ environnement , notamment 
30 pour la detection de polluants ; 



WO 2005/085841 



PCT/FR2005/050118 



- la recherche fondamentale, par exemple 
pour 1" etude des canaux ioniques mecano-sensibles en 
vue du developpement de capteurs "mecaniques" ; la 
detection de cellules vivantes ou ayant conserve leur 
5 integrite membranaire, ou, au contraire, de cellules 
mortes ou ayant perdu leur integrite membranaire ; la 
mesure d'une modification de capacitance membranaire 
consecutive a la fusion d'une cellule avec une autre 
cellule ou une vesicule ; la stimulation de cellules 

10 comme des neurones en vue, par exemple, d'etudier, de 
favoriser, voire d'accelerer, la regeneration, la 
repousse ou la plasticite neuronale ; 1 1 etude de 
l'activite intracellulaire d ! un reseau cellulaire, d'un 
tissu ou d'une co-culture cellulaire, 1 ' etude de la 

15 reponse de cellules A a 1 1 application d'une stimulation 
electrique a des cellules B ou encore 1 1 etude de la 
fonction d'un canal ionique par le blocage de 
1' expression du gene codant cette proteine, suite a 
1 1 introduction dans la cellule de molecules telles 

2 0 qu'un ADN anti-sens ou un ARNsi ("small interference") . 

ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

La technique du patch-clamp, mise au point 
par NEHER et SAKMANN en 1981, reste a ce jour la 
technique la plus performante pour controler les 

25 differences de potentiel electrique transmembranaire au 
niveau d'un fragment de membrane plasmique ou d'une 
cellule entiere et, part ant, pour acceder direct ement 
aux flux ioniques circulants dans les canaux ioniques 
de ce fragment de membrane ou de cette cellule . 

30 Telle qu ' initialement congue, elle consiste 

a appliquer I'ext remit e inferieure d'une micropipette 
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en verre sur la membrane plasmique d'une cellule et a 
etablir, par une aspiration buccale au niveau de 
l'extremite superieure de la micropipette, un 
scellement de haute resistance, de l'ordre de 1 a 10 
5 gigaohms (d'ou le fait qu'il est usuellement designe 
par le terme anglo-saxon "gigaseal") , entre l'extremite 
inferieure de la micropipette et le fragment de 
membrane au contact duquel elle se trouve 
(configuration "cellule-attachee" ) . 

10 L ' aspiration peut etre poursuivie jusqu'a 

obtenir 1 ' ouverture de ce fragment de membrane 
(configuration "cellule-entiere") . Ce dernier peut 
egalement etre isole du reste de la cellule par 
excision mecanique : on parle dans ce cas de "patch 

15 excise". 

II est alors possible , en appliquant une 
tension electrique constante au fragment de membrane ou 
a la cellule et en enregistrant les variations de cette 
tension, de mesurer l'activite electrique resultant 

20 d'un changement d'etat (ouverture ou fermeture) des 
canaux ioniques situes sur 1 1 integralite de la membrane 
cellulaire (en configuration "cellule-entiere") ou sur 
le seul fragment de membrane ou meme sur un seul canal 
ionique (en configuration "cellule-attachee" ou "patch 

25 excise") . 

Afin de faciliter la mise en oeuvre de cette 
technique et de la rendre plus performante, un certain 
nombre d'equipes s'est attache au cours de ces 
dernieres annees a developper des dispositifs, et 
3 0 notamment des dispositifs miniaturises de type 
biopuces, destines a mesurer les echanges ioniques 
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transmembranaires de plusieurs cellules en parallele 
selon le principe du patch-clamp. 

Ces dispositifs comprennent generalement un 
substrat plan,- microstructure, c f est-a-dire muni de 
5 puits micrometriques, sur lequel sont deposees les 
cellules, ainsi qu'un ou plusieurs canaux permettant, 
par actionnement d'une pompe, de creer une aspiration a 
la base de ces puits et de realiser ainsi un gigaseal 
entre le substrat et un fragment de la membrane 

10 plasmique de ces cellules. 

De tels dispositifs sont, par exemple, 
decrits dans WO 01/25769 [1] et dans WO 01/59447 [2]. 

Que la technique du patch-clamp soit mise 
en ceuvre de f aeon convent ionne lie, e'est-a-dire au 

15 moyen d'une micropipette en verre, ou sur une biopuce, 
la fiabilite des resultats obtenus depend 
principalement de la reussite du gigaseal, celle-ci 
conditionnant, en effet, la stabilite de la liaison 
entre le support et la membrane cellulaire, l 1 isolation 

2 0 elect rique du fragment membranaire, la bonne 
application d'un potentiel electrique a ce fragment et 
la validite de la mesure du courant electrique 
resultant. Or, le gigaseal est relativement difficile a 
obtenir : ainsi, le taux de reussite est d 1 environ 4 0 a 

25 50% en patch-clamp convent ionnel, et d' environ 20% pour 
les biopuces. 

A l'heure actuelle, le suivi et le controle 
de 1 'etablissement d'un gigaseal se fait par des 
mesures de resistance electrique puisque 1 ' invagination 

30 d'un fragment de membrane cellulaire dans l'extremite 
d'une micropipette ou a la base d'un micropuits, puis 
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le scellement de ce fragment sur cette extremite ou 
cette base ont pour effet de creer une resistance au 
passage d'un courant electrique. 

Ces mesures presentent 1 ' inconvenient 
5 majeur de ne pas permettre un controle direct de 
l'etablissement du gigaseal car elles necessitent 
d'appliquer des pulses de tension successifs et de 
calculer les variations de resistance, sachant que 
1 T augmentation de la resistance peut etre rapide ou 

10 lente, selon la loi du tout-ou-rien ou etre tres 
progressive. De plus, dans le cas d'une biopuce, elles 
necessitent de proceder a un enregistrement en 
parallele des variations de resistance dans tous les 
puits avant d' identifier ceux dans lesquels un gigaseal 

15 s'est etabli, puis de revenir aux puits "positifs" pour 
ensuite leur appliquer les protocoles d 1 activation des 
canaux ioniques . 

Les Invent eurs se sont, done, fixe pour 
but, de fournir un precede qui permette de controler 

2 0 directement et en temps reel le positionnement d'un 
element biologique sur une zone d'un support sur 
laquelle il est destine a etre positionne et, en 
particulier, le scellement de cet element biologique 
sur cette zone, et ce, aussi bien dans le cas ou le 

25 support est cylindrique a l'instar des micropipettes 
utilisees dans la technique convent ionnelle du patch- 
clamp que dans celui ou il est plan comme les supports 
entrant dans la constitution des biopuces . 

lis se sont egalement fixe pour but de 

30 fournir un dispositif permettant d'appliquer ce procede 



WO 2005/085841 



PCT/FR2005/050118 



au positionnement d'un ou plusieurs elements 
biologiques sur une ou plusieurs zones d'un support. 

EXPOSE DE L' INVENTION 

Ce but, et d'autres encore, sont atteints 
5 par un precede de controle du positionnement d'un 
element biologique sur une zone d'un support, dans 
lequel, cet element biologique etant marque par un 
traceur emetteur d'un rayonnement lumineux et la zone 
du support sur laquelle il doit etre positionne etant 
10 situee dans une couclie d'un materiau apte a pieger ce 
rayonnement lumineux : 

a) on permet a 1' element biologique de se 
positionner sur la zone du support ; 

b) on mesure l'intensite du rayonnement 
15 lumineux piege dans ladite couche ; et 

c) on determine le positionnement de 
1' element biologique en comparant la valeur d'intensite 
ainsi mesuree a au moins une valeur de reference ; 

les etapes a) , b) et c) pouvant etre realisees 

20 successivement ou simultanement . 

Ainsi, le procede selon 1' invention 
consiste en un controle optique du positionnement de 
1' element biologique par rapport a la zone du support 
sur laquelle il est destine a etre positionne, et en 

25 particulier en un suivi dans le temps de ce 
positionnement . 

Ce controle optique est base sur la 
propriete que present e un rayonnement emis par une 
source lumineuse a se comporter differemment dans une 

30 couche d'un materiau plus refringent que le milieu dans 
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lequel il est emis selon la distance qui separe ladite 
source lumineuse de la surface de cette couche. 

En effet, comme montre experiment alement 
par M. Lieberherr et al . dans Surface Science, vol, 
5 189/190, 954-959, 1987 [3] , et illustre sur la figure 1 
jointe en annexe, lorsqu'une source lumineuse S telle 
qu'un fluorophore, est suf f isamment proche de la 
surface d'une couche C d'un materiau, par example a 
quelques nanometres de cette surface, 1 ■ angle de 
10 refraction G des rayons de cette source dans la couche 
C se situe au-dela de 1 f angle critique 9c. II est, par 
ailleurs, bien connu que les rayons lumineux possedant 
un tel angle se propagent dans la couche C en reflexion 
totale. 

15 Ainsi, l'intensite lumineuse piegee dans le 

materiau est une fonction de la distance qui separe la 
source lumineuse de la surface de la couche et sa 
mesure permet d'apprecier cette distance. 

Conf ormement a 1' invention, 1 1 element 

2 0 biologique est, de preference, marque par un traceur 
fluorescent bien que d'autres types de traceurs 
puissent etre utilises comme des traceurs 
bioluminescents ou chimioluminescents des lors qu'ils 
peuvent etre fixes sur ou exprimes a la surface d'un 

2 5 element biologique. 

Ce traceur fluorescent peut se presenter 
sous des formes tres di verses. 

Ainsi, par exemple, il peut notamment 
s'agir d'un fluorophore organique du type fluoresceine 

30 et ses derives (isothiocyanate de fluoresceine par 
exemple) , vert Oregon, rhodamine et ses derives 
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(isothiocyanate de tetramethylrhodamine par exemple) , 
rouge Texas, Bodipy, cyanine et ses derives (Cy 3.5 par 
exemple), que 1 1 on couple chimiquement a une ou 
plusieurs proteines membranaires de 1 ! element 
5 biologique. 

II peut egalement s 1 agir d'un anticorps 
marque par l'un de ces fluorophores, qui est dirige 
contre une proteine membranaire de 1' element biologique 
et que I'on fixe sur cet element par une reaction 

10 antigene-anticorps, ou d'une proteine membranaire 
fluorescente comme la proteine verte fluorescente 
(GFP) , extraite de la meduse Aequorea victoria et ses 
derives de couleurs variees (cyan, jaune et bleu) , qui 
est exprimee par 1 ' element biologique apres 

15 transfection de ce dernier avec I'ADNc codant cette 
proteine . 

Tous ces traceurs fluorescents et leurs 
protocoles d 1 utilisation sont bien connus de 1 1 homme du 
metier et sont references dans des catalogues 

2 0 commerciaux tels que ceux des societes Molecular Probes 

et Clontech. 

L ' element biologique peut egalement etre 
marque par un traceur fluorescent mineral tel qu'un 
"quantum dot", comme deer it par B. Dubertret dans M/S 
25 n°5, vol- 19, 532-534, 2003 [4] . 

Comme precedemment indique, la zone du 
support sur laquelle 1" element biologique doit etre 
positionne est situee dans une couche d'un materiau 
apte a pieger le rayonnement lumineux emis par 

3 0 1 1 element biologique, plus simplement designee ci-apres 

"la couche"* 
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Dans le cadre de la presente invention, on 
entend par "materiau apte a pieger le rayonnement 
lumineux emis par 1 ' element biologique", tout materiau 
present ant la double propriete d'etre transparent au 
5 type de rayonnement lumineux emis par 1 ' element 
biologique de maniere a en permettre la propagation, et 
de presenter un indice de refraction superieur a 
l'indice de refraction des milieux situ<§s de part et 
d f autre du milieu de propagation au moment ou 1 1 on 

10 souhaite positionner 1' element biologique sur la zone 
du support, et en particulier du milieu dans lequel se 
trouve 1' element biologique. 

II est souhaitable que ce materiau soit, de 
plus, biocompatible et qu'il n'emette pas lui-meme un 

15 rayonnement lumineux, en tout cas de meme longueur 
d'onde que le rayonnement lumineux emis par l 1 element 
biologique afin de ne pas interferer avec ce dernier. 

Ainsi, par exemple, si 1 ' element biologique 
est marque par un traceur emetteur d'une lumiere 

20 visible comme un traceur fluorescent, et si le milieu 
dans lequel il se trouve est un milieu physiologique 
(milieu aqueux salin d'indice de refraction « 1,33 pour 
la lumiere visible) , le materiau f ormant la couche peut 
etre un verre organique ou mineral, notamment du verre, 

25 de la silice, du nitrure de silicium (Si 3 N 4 ) , du dioxyde 
de titane (Ti0 2 ), du dioxyde de hafnium (Hf0 2 ) , de 
l'alumine (A1 2 0 3 ) , de la silice chargee en ions 
potassium ou argent, par exemple par echange d'ions, ou 
l'un des tres nombreux polymeres de synthese proposes 

3 0 sur le marche qui present ent des pourcentages eleves de 
transmission de la lumiere visible (en pratique, de 
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l'ordre de 90% ou superieurs) conjugues a des indices 
de refraction d f l,5 on plus. 

A titre d'exemples de tels polymeres, on 
peut citer les polydimethylsiloxanes , les poly- 
5 methacrylates de methyle, plus connus sous le nom de 
plexiglas® et d'altuglas®, les polycarbonates de haute 
fluidite tels que ceux commercialises par les societes 
Bayer, Dow ou GE Plastics ou encore les copolymeres a 
base d 1 defines cycliques tels que ceux commercialises 

10 par les societes Ticona et Mitsui Chemical Industries. 

Conf ormement a 1' invention, l*etape a) du 
precede peut consister a laisser cet element biologique 
se mettre en place sur la zone du support, par exemple 
par simple sedimentation, ou, au contraire, a agir sur 

15 cet element de maniere a faciliter, accelerer ou 
optimiser son positionnement , par exemple par 
application d'un champ de pression, d'un champ 
elect rique, ou analogue. 

A l'etape b) , la mesure de l'intensite du 

2 0 rayonnement lumineux piege dans la couche implique que 
ce rayonnement soit prealablement extrait de cette 
couche, e'est-a-dire qu'il soit amene a ressortir de 
cette couche apres s'y etre propage par reflexion 
interne . 

25 Conf ormement a 1 1 invention, cette 

extraction peut etre realisee par des moyens que 
comporte de fagon permanente le support ou dont on 
munit provisoirement celui-ci avant de proceder a la 
mesure de l'intensite du rayonnement lumineux piege, ou 

30 meme avant de permettre a I 1 element biologique de se 
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positionner dans le cas ou les etapes a) et b) ne sont 
pas realisees simultanement. 

Aussi, le precede selon l f invention peut-il 
comprendre, prealablement a l'etape a) ou entre les 
5 etapes a) et b) , une etape consistant a munir le 
support de moyens d' extraction du rayonnement lumineux 
piege dans la couche . Ces moyens d f extraction sont 
decrits plus loin. 

Par ailleurs, a l'etape b) , la mesure du 
10 rayonnement lumineux piege dans la couche peut etre 
optimisee par la presence de moyens propres a collecter 
le rayonnement lumineux extrait de cette couche avant 
que son intensite ne soit mesuree, du type lentille(s) 
convergente (s) , miroir (s) , eventue 1 1 erne nt associe (s) a 
15 une ou plusieurs lentilles, matrice de microlentilles 
et/ou de micromiroirs, ou analogues. 

Aussi, le procede selon 1' invention peut-il 
egalement comprendre, prealablement a l'etape a) ou 
entre les etapes a) et b) , une etape consistant a 

2 0 placer, en regard de la couche, des moyens pour 

collecter le rayonnement lumineux extrait de cette 
couche si de tels moyens ne sont pas initialement 
presents . 

L'etape b) du procede peut etre realisee 
25 par tout systeme permettant de detect er et de 
quantifier un rayonnement lumineux comme, par exemple, 
un capteur ponctuel du type tube photomultiplicateur ou 
photodiode, ou un capteur d' images comme un tube video, 
une camera CCD, une camera CMOS ou une camera de 

3 0 phot odiodes . 
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Quant a l'etape c) , elle peut notairunent 
consister a comparer la valeur d'intensite mesuree a 
une courbe etalon exprimant la variation de I'intensite 
lumineuse piegee dans la couche en fonction de la 
5 position de 1 1 element biologique par rapport a la zone 
du support sur laquelle il doit etre positionne, 
prealablement etablie dans des conditions 

experimentales identiques . 

Conformement a 1 1 invention, le 

10 positionnement de 1 1 element biologique sur la zone du 
support comprend, de preference , le scellement de cet 
element sur cette zone. 

Dans le cas ou la zone du support sur 
laquelle l 1 element biologique doit etre scelle est 
15 constitute par les bords d'une ouverture traversante 
menagee dans ce support, alors l'etape a) du procede 
selon 1' invention comprend, de preference, la creation 
d'une depression dans cette ouverture propre a 
permettre a 1 ' element biologique d'y penetrer 

2 0 partiellement et de se sceller sur ses bords. 

Dans un tel cas, les etapes a) , b) et c) 
sont, de preference, realisees simultanement de maniere 
a controler la qualite du scellement au fur et a mesure 
que celui-ci s'etablit. 
25 Comme precedemment indique, 1 1 element 

biologique peut etre tout element naturel ou artificiel 
dont au moins une partie est constitute d'une membrane 
biologique ou reproduit les caracteristiques 
f onctionnelles d'une membrane biologique, comme une 

3 0 cellule ou un organite cellulaire du type vacuole, 

appareil de golgi, mitochondrie, reticulum 
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endoplasmique, lysosome, un fragment de membrane 

biologique, agremente ou non de parties cytosoliques, 
une bicouche lipidique artificielle tel qu'un film de 
phosphatidylcholine ou de phosphatidylglycerol, dotee 
5 d'un ou plusieurs pores proteiques, ou encore une 
membrane biomimetique . 

De preference, 1* element biologique est une 

cellule . 

L f invention a egalement pour objet un 
10 dispositif de controle du positionnement d'au moins un 
element biologique sur au moins une zone d'un support, 
qui comprend : 

— un support comprenant une couche d'un 
materiau apte a pieger un rayonnement lumineux prevu 

15 pour etre emis par ledit element biologique, et des 
moyens pour extraire le rayonnement lumineux piege dans 
cette couche, ladite zone du support etant situee dans 
ladite couche ; et 

— des moyens pour mesurer l'intensite du 
2 0 rayonnement lumineux extrait de ladite couche. 

Selon un premier mode de realisation 
prefere du dispositif, le support est un tube ouvert a 
ses deux extremites et la zone sur laquelle I 1 element 
biologique doit etre positionne est l'une des deux 
25 ouvertures de ce tube. 

Dans ce cas, le support est, de preference, 
une micropipette, et notamment une micropipette adapt ee 
a la mise en oeuvre de la technique du patch-clamp. 

Selon un autre mode de realisation prefere 
30 du dispositif, le support est un support plan, c'est-a- 
dire de forme generale plane, et la zone sur laquelle 
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1 ' element biologique doit etre positionne est une 
ouverture que comporte ce support, laquelle peut 
consister en une depression, plus ou moins prononcee, 
creusee dans l'une des faces du support ou etre une 
5 ouverture traversante, c 1 est-a-dire s ' etendant d'une 
face a 1' autre du support, 

Dans ce dernier cas, le support est, de 
preference, un support adapt e a la mise en oeuvre de la 
technique du patch-clamp. 

10 Comme precedemment indique, la couche de 

materiau apte a pieger le rayonnement lumineux, plus 
simplement designee ci-apres "la couche", peut 
notamment etre en un verre organique ou mineral, en 
silice, en nitrure de silicium, en dioxyde de titane, 

15 en dioxyde de hafnium, en alumine, en silice chargee en 
ions potassium ou argent, ou en un polymere de 
synthese . 

Cette couche peut, par ailleurs, s'etendre 
sur toute l'epaisseur du support ou, au contraire, n 1 en 

2 0 const ituer qu'une partie, pour autant que le ou les 

autres materiaux constituant le support qui sont situes 
a son contact presentent un indice de refraction 
inferieur a celui du materiau qui la forme. En tout 
etat de cause, elle presente une epaisseur d'au moins 
25 200 nm. 

Conformement a 1' invention, les moyens pour 
extraire le rayonnement lumineux piege dans la couche, 
comprennent toute configuration du support ou tout 
element associe a ce support qui permet d'interrompre 

3 0 la propagation du rayonnement lumineux dans cette 

couche et de 1 ■ en faire ressortir. 
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Ainsi, ces moyens d' extraction peuvent 
notamment consister en un relief ou un creux ou une 
serie de reliefs et de creux menages dans l'une des 
faces de la couche, ou en une piece qui est disposee 
5 sur l'une des faces de la couche et qui forme sur cette 
face un relief ou une serie de reliefs et de creux, 
cette piece pouvant etre amovifole ou solidaire de 
ladite couche • 

lis peuvent egalement consister en un 
10 materiau qui est depose sur l'une des faces de la 
couche, en un ou plusieurs points de cette face, ce 
materiau pouvant se presenter sous forme d'un liquide, 
d'un gel ou d'un solide. 

lis peuvent encore consister en une 
15 interruption de la couche par un materiau opaque au 
r ayonnement lumineux . 

Dans le cas ou le support est un support 
plan, les moyens d' extraction s'etendent, de 
preference, tout autour de la zone de ce support sur 
2 0 laquelle 1 ' element foiologique doit etre posit ionne. 

De preference, le dispositif selon 
1' invention comprend de plus des moyens de collecte du 
r ayonnement lumineux extrait de la couche, du type 
lentille (s) convergente (s) , miroir (s) , eventuellement 
25 associe(s) a une ou plusieurs lentilles, matrice de 
microlentilles et/ou de micromiroirs, ou analogues. 

Comme precedemment indique, les moyens de 
mesure peuvent comprendre tout systeme permettant de 
detecter et de quantifier un rayonnement lumineux 
30 comme, par exemple, un tube photomultiplicateur, une 
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photodiode, un tube video, une camera CCD, une camera 
CMOS ou une camera de photodiodes. 

Le dispositif selon 1' invention peut encore 
comprendre des moyens d* excitation d'un ou plusieurs 
5 fluorophores dans le cas ou le rayonnement lumineux 
prevu pour etre emis par 1 ' element biologique est un 
rayonnement fluorescent . 

Dans un mode de realisation 

particulierement prefere du dispositif selon 
10 l f invention, le support est un support plan qui 
comprend une pluralite de zones pour le positionnement 
d'une pluralite d' elements biologiques, auquel cas : 

— la couche de materiau apte a pieger le 
rayonnement lumineux est divisee en autant de parties 

15 que le support comprend de zones ; 

— chaque zone du support est situee dans 
1 1 une de ces parties ; 

— ces parties sont separees les unes des 
autres par des moyens propres a empecher le rayonnement 

2 0 lumineux de se propager d'une partie a 1' autre ; et 

— pour chaque partie de ladite couche, le 
support comprend des moyens pour extraire le 
rayonnement lumineux pieg6 dans cette partie, tandis 
que le dispositif comprend des moyens pour collecter le 

25 rayonnement lumineux extrait de cette partie et des 

moyens pour mesurer l'intensite du rayonnement lumineux 

collecte par lesdits moyens de collecte. 

Dans ce mode de realisation prefere, la 

couche apte a pieger le rayonnement lumineux est, de 
30 preference, supportee par une couche d'un materiau 

opaque a ce rayonnement lumineux et les parties de la 



WO 2005/085841 



PCT/FR2005/050118 



18 

couche apte a pieger le rayonnement lumineux sont 
separees les unes des autres par des saillies de la 
couche opaque au rayonnement lumineux qui s'etendent 
dans l'epaisseur de la couche apte a pieger le 
5 rayonnement lumineux . 

Le dispositif selon 1' invention est 
susceptible d'etre integre dans un systeme d 1 analyse 
plus complexe, notamment dans un systeme permettant de 
mesurer con joint ement l'activite electrique d'un ou 
10 plusieurs elements biologiques . 

En particulier, il peut etre associe a : 
— des electrodes reliees a un circuit 
d' alimentation electrique et de mesure d'une grandeur 
electrique et propres a permettre 1 ' application aux 
15 elements biologiques d'une tension electrique et 
l'enregistrement des variations de cette tension 
consecutives a un changement d'etat (ouverture ou 
fermeture) des canaux ioniques de ces elements 
biologiques ; 

2 0 — des capillaires, eventuellement relies a 

un systeme de distribution de liquides et/ou a un 
systeme d' aspiration de liquides et propres a permettre 
l'apport de substances au niveau des zones de 
positionnement des elements biologiques ou, au 
25 contraire, 1 ' elimination de telles substances, ou 
encore le changement de composition des milieux d' etude 
(purge) . 

L' invention a encore pour objet 
1 1 application d'un procede tel que precedemment defini, 

3 0 ou d'un dispositif tel que precedemment defini, au 

controle de 1 ' etablissement d'un scellement de haute 
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resistance entre au moins un element biologique et au 
moins une zone d'un support par la technique du patch- 
clamp . 

L' invention sera mieux comprise a la 
5 lecture du complement de description qui suit, qui se 
rapporte a different s modes de realisation d'un 
dispositif conforme a l f invention et qui se refere aux 
dessins annexes. 

Bien entendu r ce complement de description 
10 est donne uniquement a titre d ■ illustration de 
1 ' invention . 

BREVE DESCRIPTION DES DESSINS 

La figure 1, deja decrite, illustre le 
comport erne nt des rayons emis par une source lumineuse 
15 telle qu'un fluorophore, lorsque cette source est 
suffisamment proche de la surface d'une couche d'un 
materiau plus refringent que le milieu dans lequel elle 
se trouve . 

La figure 2 est une representation 
2 0 schematique en coupe d'un premier mode de realisation 
d'un dispositif selon 1' invention congu pour permettre 
un controle du scellement d'un element biologique sur 
l'extremite d'une micropipette par la technique 
conventionnelle du patch-clamp. 
25 Les figures 3 a 6 sont des representations 

schematiques partielles en coupe de la micropipette 
montree sur la figure 2 qui illustrent cinq variantes 
de realisation des moyens d' extraction d'un rayonnement 
lumineux que comporte cette micropipette. 
30 La figure 7 est une representation 

schematique en perspective d'un deuxieme mode de 
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realisation d'un dispositif selon 1' invent ion congu 
pour permettre un controle simultane du scellement de 
plusieurs elements biologiques sur des ouvertures d'un 
support plan par la technique du patch-clamp. 
5 La figure 8A est une representation 

schematique partielle du dispositif montre sur la 
figure 7, vu en coupe selon la ligne VIII-VIII. 

Les figures 8B a 8D sont des 
representations schematiques partielles du dispositif 

10 montre sur la figure 7, vu en coupe selon la ligne 
VIII-VIII, qui illustrent trois variantes de 
realisation des moyens d' extraction d'un rayonnement 
lumineux que comporte le support de ce dispositif. 

Sur les figures 2 a 8D, les elements 

15 identiques ont ete affectes des memes references. 

EXPOSE DETAILLE DE MODES DE REALISATION PARTICULIERS 

On se refere tout d'abord a la figure 2 qui 
represente schematiquement en coupe un premier mode de 
realisation d'un dispositif 10 conforme a l f invention 

2 0 qui est congu pour permettre le controle du scellement 
d'un element biologique par la technique 
conventionnelle du patch-clamp, c'est-a-dire au moyen 
d'une micropipette . 

Aussi, dans ce mode de realisation, le 

25 support comportant une zone sur laquelle doit £tre 
positionne 1' element biologique est une micropipette, 
referencee 11 sur la figure 2. 

Comme les micropipettes conventionnelles de 
patch-clamp, la micropipette 11 se presente sous la 

30 forme d'un tube rigide, ouvert a ses deux extremites, 
qui est limite par une parol 13 d'epaisseur 
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sensiblement constante, et dont l'une des deux parties 
terminales va en se retrecissant . 

La zone sur laquelle doit etre positionne 
1' element biologique est constituee par 1 1 extremite de 
5 la micropipette qui presente la section la plus faible, 
a savoir 1' extremite referencee 12 sur la figure 2. 
Cette extremite representee en condition d 1 utilisation, 
1" extremite inferieure de la micropipette 11. Elle sera 
done appelee, dans ce qui suit, extremite inferieure, 

10 tandis que 1' extremite 20, qui lui est opposee, sera 
appelee extremite superieure . 

Comme les micropipettes conventionnelles de 
patch-clamp, la parol 13 de la micropipette 11 peut 
etre en verre, auquel cas cette parol est apte a pieger 

15 tout rayonnement dont la longueur d'onde se situe dans 
le spectre de la lumiere visible, et notamment les 
rayonnements f luorescents . Elle peut egalement etre en 
un tout autre materiau present ant comme le verre, a la 
fois une rigidite, une transparence pour la lumiere 

2 0 visible et une refringence plus elevee que les deux 
types de milieux au contact desquels cette parol est 
destinee a etre en contact en condition d 1 utilisation, 
a savoir l'air et des solutions physiologiques . Ainsi, 
elle peut notamment etre en un polymere transparent du 

25 type polymethacrylate de methyle ou polycarbonate. 

La micropipette 11 comport e, a sa partie 
mediane, des moyens permettant d'extraire un 
rayonnement lumineux piege dans la paroi 13 en 
condition d 1 utilisation . 

30 Dans le mode de realisation illustre sur la 

figure 2, ces moyens d f extraction consistent en une 
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serie de quatre rainures annulaires, respectivement 
14i, 14 2 , 14 3 et 14 4 , separees par trois nervures, qui 
sont de forme et de dimensions identiques les unes aux 
autres et qui sont menagees dans la face externe 15 de 
5 la parol 13 . A titre d'exemple, ces rainures peuvent 
presenter une profondeur de quelques angstroms a 
quelques microns et s'etendre sur la parol 13 sur une 
hauteur totale de quelques microns a quelques 
millimetres . 

10 Le dispositif 10 comprend aussi des moyens 

16 pour collecter le rayonnement lumineux extrait de la 
parol 13 de la micropipette 11 en condition 
d' utilisation ♦ Dans le mode de realisation illustre sur 
la figure 2, ces moyens de collecte sont constitues par 

15 une lentille convergente qui est disposee en regard 
d'une portion de la face externe 15 de la parol 13 de 
la micropipette 11 dans laquelle se trouvent les 
rainures 14i a 14 4 , mais il pourrait tout autant s'agir 
d'un miroir, d'un ensemble de lentilles et/ou de 

2 0 miroirs comme une matrice de microlentilles et/ou de 
micromiroirs . 

Le dispositif 10 comprend encore des moyens 

17 pour mesurer I'intensite d'un rayonnement lumineux 
collecte par les moyens de collecte 16 en condition 

25 d'utilisation, qui sont disposes en regard des moyens 
de collecte. Ces moyens de mesure peuvent notamment 
comprendre un capteur ponctuel du type tube 
photomultiplicateur ou photodiode, ou un capteur 
d 1 images comme un tube video, une camera CCD, une 

30 camera CMOS ou une camera de photodiodes. 
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L' utilisation du dispositif 10 pour le 
controle du scellement d'un element biologique sur 
l'extremite 12 de la micropipette 11 est extremement 
simple . 

5 Comme avec une micropipette 

convent ionnelle, on commence par appliquer 1 ' extremite 
inferieure 12 de la micropipette 11 sur un fragment 
d f un element biologique, par exemple une cellule que 
l'on aura prealablement marquee par un traceur emetteur 

10 d'un rayonnement lumineux . 

Puis, par aspiration buccale au niveau de 
l'extremite superieure 2 0 de la micropipette 11, on 
cree une depression dans la micropipette de maniere a 
amener ce fragment a penetrer dans 1 ' ouverture que 

15 comporte l'extremite inferieure 12 de la micropipette 
11 et a obtenir son scellement sur la parol 13, comme 
illustre sur la figure 2 qui montre partiellement un 
fragment d'une cellule 21 ainsi scelle. 

Si ces processus d 1 invagination et de 

2 0 scellement se deroulent correct ement, ils ont pour 
effet d' amener des molecules du traceur marquant 
1' element biologique a venir, tout d'abord a toute 
proximite, puis au contact de la parol 13 de la 
micropipette 11, ce contact etant de plus en plus 

25 etroit au fur et a mesure que s'etablit le scellement. 
Ceci se traduit par une augmentation de la proportion 
des rayons qui penetrent dans la parol 13 de la 
micropipette 11 et qui s'y propagent par reflexion 
interne jusqu'aux moyens d 1 extraction 14i a 14 4 au 

30 niveau desquels ils sont extraits de cette parol, comme 
illustre par la figure 2 qui montre le parcours d'un 
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rayon emis par une molecule 22 de traceur situee au 
contact de la face interne 23 de la parol 13. 

Les rayons extraits de la parol 13 de la 
micropipette 11 sont ensuite collectes par les moyens 
5 de collecte 16 et transmis par ces derniers aux moyens 
de mesure 17 qui en mesurent 1 ■ intensite . 

Ainsi, si les processus d 1 invagination et 
de scellement se deroulent correct ement, 1' intensite 
lumineuse mesuree par les moyens de mesure 17 augment e 
10 au cours de 1' aspiration pour devenir optimale a 
l'obtention du gigaseal . 

A l f inverse, une incapacity a obtenir une 
augmentation soutenue de 1 T intensite lumineuse mesuree 
par les moyens de mesure 17 au cours de 1' aspiration ou 
15 une rupture brutale de cette augmentation signera une 
mauvaise tenue mecanique du scellement ou une perte de 
l'integrite de 1' element biologique ou de sa viabilite 
s 1 il s ' agit d'un element vivant (eclatement de 
1' element biologique par exemple) . 

2 0 La micropipette 11 peut presenter des 

moyens d 1 extraction du rayonnement lumineux autres que 
ceux montres sur la figure 2. A titre d'exemples, les 
figures 3 a 6 illustrent cinq variantes de realisation 
de ces moyens d 1 extraction . 
25 Dans la variante de realisation illustree 

sur la figure 3, ces moyens d 1 extraction consistent en 
une zone annulaire rugueuse 24 situee dans la face 
externe 15 de la parol 13 de la micropipette 11. A 
titre d' exemple, les rugosites formant cette zone, qui 

3 0 peuvent etre realisees par un traitement chimique ou 

mecanique, peuvent presenter une profondeur et une 
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periodicite (distance entre deux pointes ou entre deux 
creux) de quelques angstroms a quelques dizaines de 
microns • 

Dans la variante de realisation illustree 
5 sur la figure 4, les moyens d ' extraction consistent en 
une bague 34 qui entoure la face externe 15 de la parol 
13 de la micropipette 11 et qui comporte sur sa propre 
face externe une zone annulaire rugueuse 35 du meme 
type que celle precedemment decrite pour la figure 3. 

10 Dans la variante de realisation illustree 

sur la figure 5, les moyens d ' extraction consistent en 
4 bagues, respectivement 44i, 44 2 , 44 3 et 44 4 , de forme 
et de dimensions identiques les unes aux autres, et qui 
sont regulierement reparties sur la face externe 15 de 

15 la parol 13 de la micropipette 11, tandis que, dans la 
variante de realisation illustree sur la figure 6, les 
moyens d' extraction sont constitues par une seule bague 
54 qui entoure la face externe 15 de la parol 13 de la 
micropipette 11 et qui comporte une serie de trois 

20 rainures annulaires 54i, 54 2 et 54 3 separees par des 
nervures . 

Les bagues 34 , 44i a 44 4 et 54 montrees sur 
les figures 4 a 6 peuvent etre solidaires de la parol 
13 de la micropipette 11, auquel cas elles peuvent, 

25 soit etre d'un seul tenant avec cette parol, soit etre 
rapportees et fixees sur cette derniere. Elles peuvent 
egalement etre amovibles, ce qui peut presenter un 
certain nombre d'avantages comme celui, par exemple, de 
pouvoir disposer d'un jeu de bagues de configurations 

30 differentes et de pouvoir choisir la ou les bagues les 
plus adaptees aux conditions operatoires retenues. 
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Par ailleurs, les bagues 34, 44 x a 44 4 et 54 
peuvent etre formees du meme materiau que celui qui 
constitue la parol 13 de la micropipette 11 ou etre 
realisees en un materiau different. 
5 On se refere a present a la figure 7 qui 

represente schematiquement en perspective un deuxieme 
mode de realisation d'un dispositif 30 selon 
1' invention qui est congu pour permettre le controle 
simultane du scellement de plusieurs elements 

10 biologiques sur des ouvertures d'un support plan par la 
technique du patch-clamp, ainsi qu 1 a la figure 8A qui 
represente schematiquement et partiellement ce 
dispositif, vu en coupe selon la ligne VTII-VTII . 

Comme visible sur la figure 7, le 

15 dispositif 30 comprend un support 31 de forme generale 
quadrangulaire . 

Ce support comporte une couche 32 qui est 
divisee ici en quatre parties, respectivement 32a, 32b, 
32c et 32d, de forme et de dimensions identiques les 

2 0 unes aux autres, mais qui pourrait tout aussi bien etre 
divisee en un nombre de parties different de 4, le 
dispositif 30 ne representant qu'un exemple non 
limit atif d'un dispositif selon 1' invention. 

Ces quatre parties sont encastrees dans un 

25 substrat 33 qui comporte une base 34 et six parois 
erigees verticalement sur cette base, respectivement 
35a, 35b, 35c, 35d, 35e et 35f, delimitant ensemble 
quatre cavites disposees en damier et logeant chacune 
l'une des parties 32a a 32d de la couche 32. 

30 Chaque partie 32a a 32d de la couche 32 est 

munie en son centre d'une ouverture traversante, 
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respectivement 36a, 36b, 36c et 36d, laquelle 
communique avec une ouverture qui lui est coaxiale et 
qui traverse la base 34 du substrat 33- Le substrat 33 
comporte done egalement quatre ouvertures traversantes 
5 - 1'une de ces ouvertures etant visible sur la figure 8 
sur laquelle elle est referencee 37a - qui peuvent etre 
reliees a des capillaires (non representes sur les 
figures 7 et 8A) pouvant etre eux-memes connectes a un 
systeme d' aspiration de liquides du type micropompe . 

10 Les ouvertures traversantes 36a a 36d de la 

couche 32 representant les zones du support 31 sur 
lesquelles les elements biologiques doivent etre 
positionnes, la couche 32 est constitute d'un materiau 
apte a pieger un rayonnement lumineux prevu pour etre 

15 emis par ces elements, tandis que le substrat 33 est, 
lui, const itue d'un materiau opaque a ce rayonnement, 
Ainsi, par exemple, si les elements biologiques sont 
prevus pour etre marques par un traceur fluorescent, la 
couche 32 peut etre une couche de verre, de silice, de 

2 0 Si 3 N 4 , de Ti0 2 , d f Al 2 0 3 , ou d'un polymere transparent, 
tandis que le substrat 33 peut etre en un metal (Al, 
Au, Cu, Ag, ...) , en un semi-conducteur (Si, Ge, ...) ou en 
un polymere opaque. 

Chaque partie 32a a 32d de la couche 32 

25 est, de plus, munie de moyens permettant d'extraire le 
rayonnement lumineux piege dans cette partie en 
condition d 1 utilisation . 

Dans la forme de realisation du dispositif 
30 montree sur les figures 7 et 8A, ces moyens 

30 d 1 extraction consistent en des anneaux, respectivement 
38a, 38b, 38c, 38d, qui sont disposes sur la face 
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superieure des parties 32a a 32d et qui entourent les 
ouvertures 36a a 36d. Ces anneaux, qui peuvent etre 
presents de fagon provisoire, c'est-a-dire le temps de 
realiser 1 1 experimentation, ou permanent e, peuvent etre 
5 const itues d'un materiau se present ant sous la forme 
d'un liquide, d'un gel ou d'un solide et qui est depose 
sur la face superieure des parties 32a a 32d avant 
1 1 experimentation ou au cours de celle-ci, ou d'une 
piece solidaire desdites parties 32a a 32d, cette piece 

10 pouvant etre soit d'un seul tenant avec ces parties, 
soit etre rapportee et fixee sur elles. 

Comme visible sur la figure 7, le 
dispositif 30 comprend aussi des moyens pour collecter 
le rayonnement lumineux extrait par chacun des anneaux 

15 38a a 38d en condition d 1 utilisation, respectivement 
39a, 39b, 39c et 39d, ainsi que des moyens pour mesurer 
le rayonnement lumineux ainsi collecte, respectivement 
40a, 40b, 40c et 40d. Ces moyens de collecte et de 
mesure peuvent etre du meme type que ceux precedemment 

2 0 mentionnes en relation avec la figure 2. 

L' utilisation du dispositif 30 pour le 
controle simultane du positionnement et/ou du 
scellement d' elements biologiques sur les ouvertures 
3 6a a 3 6d est egalement extremement simple. 
25 Apres avoir depose un element biologique, 

par exemple une cellule que 1 1 on aura prealablement 
marquee d'un traceur emetteur d'un rayonnement lumineux 
sur ou a proximite de chacune des ouvertures 36a a 36d, 
on cree une depression dans chaque ouverture du 

3 0 substrat 33, par exemple par aspiration au moyen des 

capillaires precedemment evoques, de maniere a amener 
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un fragment des elements biologiques a penetrer dans 
les ouvertures 3 6a a 36d et a obtenir son scellement 
sur ces ouvertures, comme illustre sur la figure 8A qui 
montre une cellule 21 ainsi scellee sur 1 1 ouverture 3 6a 
5 de la couche 32* 

La egalement, si les processus 

d f invagination et de scellement s'effectuent 
correctement, 1 ' intensite lumineuse mesuree par chacun 
des moyens de mesure 40a a 4 0d augment e au cours de 
10 1' aspiration pour devenir optimale a l'obtention du 
gigaseal . 

Le fait que le dispositif 30 comporte, pour 
chacune des parties 32a a 32d de la couche 32 et, done, 
pour chaque zone de positionnement des elements 

15 biologiques des moyens d 1 extraction, de collecte et de 
mesure du rayonnement lumineux piege independants de 
ceux prevus pour les autres parties, permet 
d 1 identifier rapidement et precisement les elements 
biologiques correctement scelles et ceux qui ne le sont 

20 pas, et, ainsi, de ne poursuivre 1 1 experimentation que 
sur ceux dont le scellement apparait etre satisf aisant , 
d'ou un gain considerable a la fois d'efficacite et de 
temps . 

Les figures 8B a 8D sont des 
25 representations schematiques partielles du dispositif 
montre sur la figure 7, vu en coupe selon la ligne 
VI I I -VI II/ qui illustrent trois variantes de 
realisation des moyens d' extraction du rayonnement 
lumineux . 

30 Dans la variante illustree sur la figure 

8B, les moyens d" extraction consistent en une serie de 
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quatre rainures, respectivement 48a if 48a2, 48a 3 et 
48a 4 , separees par trois nervures, qui sont de forme et 
de dimensions identiques les unes aux autres et qui 
sont menagees dans la face superieure de la partie 32a 
5 de la couche 32, tout autour de 1'ouverture 3 6a. A 
tit re d'exemple, ces rainures et nervures peuvent 
presenter une periodicite de quelques centaines de 
nanometres a quelques microns. 

Dans la variante illustree sur la figure 

10 8C, les moyens d 1 extraction consistent en une zone 
rugueuse 58 menagee dans la face superieure de la 
partie 32a de la couche 32 , tout autour de 1'ouverture 
36a. A titre d'exemple, les rugosites formant cette 
zone, qui peuvent etre realisees par traitement 

15 chimique ou mecanique, peuvent presenter une profondeur 
et une periodicite de quelques angstroms a quelques 
dizaines de microns. 

Enfin, dans la variante illustree sur la 
figure 8D, les moyens d' extraction sont constitues par 

20 les faces laterales des parois 35a et 35f du substrat 
33 dont 1 ' inclinaison conjuguee a l'opacite de ces 
parois sont de nature a diriger le rayonnement lumineux 
piege dans la partie 32a de la couche 32 vers les 
moyens de collecte 39a (visibles sur la figure 8A mais 

25 non representes sur la figure 8D) . 
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REVEND I CAT IONS 



1 . Precede de controle du positionnement 
d'un element biologique sur une zone d'un support, dans 
5 lequel f cet element biologique etant marque par un 
traceur emetteur d'un rayonnement lumineux et la zone 
du support sur laquelle il doit etre positionne etant 
situee dans une couche d'un materiau apte a pieger ce 
rayonnement lumineux : 
10 a) on permet a 1 ' element biologique de se 

positionner sur la zone du support ; 

b) on mesure l'intensite du rayonnement 
lumineux piege dans ladite couche ; et 

c) on determine le positionnement de 
15 1' element biologique en comparant la valeur d'intensite 

ainsi mesuree a au moins une valeur de reference ; 

les etapes a) , b) et c) pouvant etre realisees 

successivement ou simultanement . 



20 2, Procede selon la revendication 1, dans 

lequel 1 1 element biologique est marque par un traceur 
fluorescent . 



3. Procede selon la revendication 2, dans 
25 lequel le traceur fluorescent est un fluorophore 
organique couple chimiquement a une ou plusieurs 
proteines membranaires de 1' element biologique, un 
anticorps marque par un fluorophore organique, qui est 
dirige contre une proteine membranaire de 1 ' element 
30 biologique et qui est fixe sur cet element par une 
reaction antigene-anticorps, ou une proteine 
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membranaire fluorescente qui est exprimee par 1 1 element 
biologique . 

4. Precede selon l'une quelconque des 
5 revendications precedentes, dans lequel la couche de 

materiau apte a pieger le rayonnement lumineux .est en 
un verre organique ou mineral, en silice, en nitrure de 
silicium, en dioxyde de titane, en dioxyde de hafnium, 
en alumine, en silice chargee en ions potassium ou 
10 argent, ou en un polymere de synthese. 

5 . Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedent es, qui comprend, prealablement 
a 1' etape a) ou entre les etapes a) et b) , une etape 

15 consistant a munir le support de moyens pour extraire 
le rayonnement lumineux piege dans la couche de 
materiau apte a pieger le rayonnement lumineux. 

6. Procede selon la revendication 5, qui 
20 comprend, prealablement a l'etape a) ou entre les 

etapes a) et b) , une etape consistant a placer, en 
regard de la couche de materiau apte a pieger un 
rayonnement lumineux, des moyens pour collecter le 
rayonnement lumineux extrait de cette couche. 

25 

7. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel le 
positionnement de 1 ' element biologique sur la zone du 
support comprend le scellement de cet element sur cette 

30 zone. 
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8. Procede selon la revendication 7, dans 
lequel, la zone du support sur laquelle 1 ' element 
biologique doit etre scelle etant constituee par les 
bords d'une ouverture traversante menagee dans ce 

5 support , l'etape a) comprend la creation d'une 
depression dans cette ouverture . 

9. Procede selon la revendication 8, dans 
lequel les etapes a) , b) et c) sont realisees 

10 simultanement. 

10. Procede selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, dans lequel 1 " element 
biologique est une cellule. 

15 

11. Dispositif (10, 30) de controle du 
positionnement d'au mo ins un element biologique sur au 
mo ins une zone d'un support, comprenant : 

— un support (11, 31) comprenant une 
2 0 couche (13, 32) d'un materiau apte a pieger un 

rayonnement lumineux prevu pour etre emis par ledit 
element biologique, et des moyens pour extraire le 
rayonnement lumineux piege dans cette couche, ladite 
zone (12, 36a-36d) du support etant situee dans ladite 
25 couche ; et 

- des moyens (17, 40a-4 0d) pour mesurer 
1" intensity du rayonnement lumineux extrait de ladite 
couche . 



30 12. Dispositif (10) selon la revendication 

11, dans lequel le support est un tube ouvert a ses 
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deux extremites et la zone (12) sur laquelle 1 1 element 
biologique doit etre positionne est l'une des deux 
ouvertures de ce tube. 

5 13. Dispositif (10) selon la revendication 

12, dans lequel le support est une micropipette (11) , 
notamment une micropipette adaptee a la mise en ceuvre 
de la technique du patch-clamp. 

10 14. Dispositif (30) selon la revendication 

11, dans lequel le support est un support plan (31) et 
ladite zone sur laquelle 1 ' element foiologique doit etre 
positionne est une ouverture que comporte ce support. 

15 15. Dispositif selon la revendication 14, 

dans lequel 1 1 ouverture est une ouverture traversante 
(36a-36d) . 

16. Dispositif selon la revendication 15, 
2 0 dans lequel le support est un support plan (31) adapte 

a la mise en oeuvre de la technique du patch-clamp. 

17. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 16, dans lequel la couche (13, 32) 

25 de materiau apte a pieger le rayonnement lumineux est 
en un verre organique ou mineral, en silice, en nitrure 
de silicium, en dioxyde de titane, en dioxyde de 
hafnium, en alumine, en silice chargee en ions 
potassium ou argent, ou en un polymere de synthese. 



30 
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18. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 17, dans lequel la couche (13, 32) 
de materiau apte a pieger le rayonnement lumineux 
presente une epaisseur d'au moins 200 nm. 

5 

19. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 18, dans lequel les moyens 
d ' extraction du rayonnement lumineux consistent en un 
relief ou un creux ou en une serie de reliefs et de 

10 creux (14i-14 4 , 24, 48a a -48a 4 , 58) menage s dans l'une 
des faces de la couche de materiau apte a pieger le 
rayonnement lumineux . 

20. Dispositif selon l'une quelconque des 
15 revendications 11 a 18, dans lequel les moyens 

d' extraction du rayonnement lumineux consistent en une 
piece (34, 44 x -44 4 , 54, 38a-38d) qui est disposee sur 
l'une des faces de la couche apte a pieger le 
rayonnement lumineux, et qui forme sur cette face un 

2 0 relief ou une serie de reliefs et de creux. 

21. Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 18, dans lequel les moyens 
d' extraction du rayonnement lumineux consistent en un 

25 materiau (38a-38d) qui est depose sur l'une .des faces 
de la couche apte a pieger le rayonnement lumineux, en 
un ou plusieurs points de cette face. 

22. Dispositif selon l'une quelconque des 

3 0 revendications 11 a 18, dans lequel les moyens 

d' extraction du rayonnement lumineux consistent en une 
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interruption de la couche apte a pieger le rayonnement 
lumineux par un materiau opaque au rayonnement 
lumineux • 

5 23. Dispositif selon 1 1 une quelconque des 

revendications 19 a 21, dans lequel, le support etant 
un support plan, les moyens d f extraction du rayonnement 
lumineux s'etendent tout autour de la zone de ce 
support sur laquelle 1 ' element biologique doit etre 
10 positionne. 

24 ♦ Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 11 a 23, qui comprend de plus des moyens 
(16, 39a— 3 9d) pour collect er le rayonnement lumineux 
15 extrait de la couche apte a pieger le rayonnement 
lumineux . 

2 5 . Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 11 et 14 a 24, dans lequel, le support 

2 0 etant un support plan (31) comprenant une pluralite de 

zones pour le positionnement d'une pluralite d' elements 
biologiques : 

— la couche (32) de materiau apte a pieger 
le rayonnement lumineux est divisee en autant de 

25 parties (32a-32d) que le support comprend de zones ; 

— chaque zone (3 6a-3 6d) du support est 
situee dans l'une de ces parties / 

— ces parties sont separees les unes des 
autres par des moyens (35e-35f) propres a empecher le 

3 0 rayonnement lumineux de se propager d'une partie a 

1 1 autre ; et 
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— pour chaque partie de ladite couche, le 
support comprend des moyens (38a-38d) pour extraire le 
rayonnement lumineux piege dans cette partie, tandis 
que le dispositif comprend des moyens (39a-39d) pour 
5 collecter le rayonnement lumineux extrait de cette 
partie et des moyens (40a-40d) pour mesurer l'intensite 
du rayonnement lumineux collecte par lesdits moyens de 
collecte . 

10 26 • Dispositif selon la revendication 25, 

dans lequel la couche (32) apte a pieger le rayonnement 
lumineux est supportee par une couche (34) d'un 
materiau opaque a ce rayonnement lumineux et les 
parties de la couche apte a pieger le rayonnement 

15 lumineux sont separees par des saillies (35a-35f) de la 
couche opaque au rayonnement lumineux s ' etendant dans 
l'epaisseur de la couche apte a pieger le rayonnement 
lumineux . 

20 27. Application d'un procede selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 10 ou d'un dispositif 
selon l'une quelconque des revendications 11 a 26 au 
controle de 1 ' etablissement d'un scellement de haute 
resistance entre au moins un element biologique et au 

25 moins une zone d'un support par la technique du patch- 
clamp. 
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